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@ Procede pour extraire des proteines du lactoserum, par adsorption et elution. 

(g) Precede pour extraire des proteines du lactoserum (2). par --hzr-L 
adsorption (5) sur un support solfde (5), et ensuite eiuticn des * p- ^ 

proteines adsorbees au moyen d'une solution acide (12). 
caractense en ce que t'adsorption est effectuee avec un milieu 
(4) dont le pH est proche de celui ou lactoserum (2) a traiter. 

Application : extraction selective de ia tactofernne. de la 
iactopercxydase et des immunoglobulines. 
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Description 



PRQCEDE POUR EXTRA1RE PES PROTEINES DU LACTOSERUM, PAR ADSORPTION ET ELUTION . 



L'invention concerne un proced£ pour extraire 

certaines proteines du lactoserum, notamment 
celles qui fixent le fer, telles que la lactoferrine, ia 5 
transferrine, la lactoperoxydase ainsi que les immu- 
noglobulines. 

Ces proteines sont de plus en plus recherchees 
non seulement pour !eur interet nutritionnei, notam- 
ment comme apporteur biologique de fer chez ies 10 
nourrissons (pour la lactoferrine), mais surtout pour 
leurs pro^rietes pharmacc'ogiques, nctamrr.ent 
comme agents anti-bacteriens. 

On connait deja plusieurs procedes d'extraction. 

Dans le brevet FR-A-2 399 214, on a suggere 15 
d'extraire ces proteines en milieu acide par mise en 
contact du lactoserum avec une resine echangeuse 
d'anions. puis mise en contact avec de la silrce et 
enfin elution en pH acide ou basique seion le cas. 
Cette solution, dans laquelle le passage sur la resine 20 
est indispensable, permet effectivement de separer 
les proteines, mais en bloc, que celles-ci soient 
recherchees ou non. Ce procede ne permet done 
pas de recuperer sefectivement des proteines 
determinees. 25 

Dans le brevet FR-A-2 505 615, on a propose de 
recuperer selectivement les proteines recherchees 
en adsorbant tout d'abord ie lactoserum sur un 
support soiide tel que notamment de la silice en 
milieu faiblement basique (7,9 a 8, 5), puis en efuant 30 
les proteines adsorbees au moyen d'une solution 
acide. Ce procede qui donne d'excellents resultats 
pour ce qui concerne ('extraction selective, ne s'est 
guere deveioppe car le lactoserum traite prend un 
caractere basique qui le rend impropre a la consom- 35 
mation animaie, sauf traitement ulterieur onereux. 

L'invention pallie ces inconvenients. Eile vise un 
procede d'extraction de certaines proteines du 
lactoserum, dont ceiles fixant le fer, par adsorption 
sur un support soiide et ensuite elution des 40 
proteines adsorbees, qui soit seiectif, economique 
et facile a mettre en oeuvre, et surtout permette de 
recuperer ie lactoserum traite sans ie modifier, e'est- 
a-dire qui le laisse utilisable, notamment dans 
I'alimentation animaie, ce que Ton ne savait pas faire 45 
jusqu'alors. 

Ce precede pour extraire des proteines du 
lactoserum, par adsorption sur un support soiide et 
ensuite elution des proteines adsorbees au moyen 
d'une solution acide, se caracterise : 50 

- tout d'abord, en ce que ('adsorption est 
erfectuee avec un milieu acide dont le pH est proche 
de celui du lactoserum a tratter ; 

- ensuite, en ce que Ton ellue !es proteines ainsi 
adsorbees de mamere cennue au moyen d'une 55 
solution acide ; 

- et enfin. en ce que on aioute a la solution acide 
ayant servi a I'elution de la colonne d'adsorption une 
solution aqueuse d'haiogenure alcaiino-terreux a pH 
legerement basique pour precipiter les proteines 60 
indestraoies et recuperer les proteines recherchees 
dans le iiquide surnageant. 

Le procede de l'invention consiste. d'une part, a 



rempfacer le traitement d'adsorption basique reven- 
dique dans I'etat de la technique par un traitement 
en milieu faiblement acide, a savoir dans des 
conditions de pH votsines de celles du lactoserum a 
traiter, et d'autre part,a soumettre !a solution 
provenant de I'elution a un traitement supplemen- 
taire par adaition d'un halogenure alcaiino-terreux, 
notamment de chlorure de calcium permettant une 
separation par precipitation . Or cette nouvelle voie 
presente un avantage economique considerable et 
determinant, car le lactoserum traite de la sorte ne 
se trouve pratiquement pas modifie ou altere, mais 
simplement appauvri des proteines recherchees, 
dont la concentration est seulement de I'ordre de 
quelques dizaines de milligrammes par litre. De la 
sorte, ce lactoserum reste integratement utilisable 
tel que pour ses applications usuelies, notamment 
en alimentation animaie. Ainsi, cette voie nouvelle 
permet de passer de i'insucces economique au 
succes, ce qui prouve bien qu'elle netait pas 
evidente. 

Le procede est applicable aux lactoserums de 
diverses origines : 

- iorsque te lactoserum est un lactoserum doux de 
fromagene et Tadsorption est erfectuee a un pH 
voisin de 6,4 pH de ce lactoserum ; si le lactoserum 
est issu d'une caseinerie, le traitement d'adsorption 
est alors effectue a un pH voisin de 4,5, puisque le 
pH de ce lactcserum est voisin de cette valeur ; 

- 1'adsorption en milieu faiblement acide est 
erfectuee ; 

. tout d'abord, par passage du lactoserum 
refroidi sur un support de silice poreuse 
pulverulente dont : 

4- la granulomere est comprise entre 10 et 
1000um,de preference voisine de 500um, 
+ dont la surface specifique est comprise 
entre 1 et 300 m2/g, de preference comprise 
entre 15 et 150 m2/g, 

+ le diametre moyen des pores est compris 
entre 5 et 150 nm, 

. puis, par passage sur cette colonne adsorbee 
d'une solution aqueuse de lavage a un pH voisin 
de 6.4. 

En effet, on a observe que : 

. si la surface specifique des grains de silice est 
superieure a 300 m2/g, les pores devenaient 
trop petits et la surface accessible devenait 
trop faib<e pour que les proteines puissent etre 
adsorbees ; 

. si cette surface specifique etait infeneure a 1 
m2/g, le rendement devenait trop fatbie. ce qui 
necessite alors d'utiliser une grande quantite 
de silice, ce qui bien evidemment, va a 
I'encontre du rendement economique. De plus, 
si !e diametre des pores est superieur a 250 nm, 
les grains deviennent a!ors trop aiveolaires et 
par la. tres fragiles. 
Sur un p;an pratique, ia solution aqueuse de 
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lavage tres legerement acide, de pH voisin de 6.4 est 
a base de chtorure de sodium et est chauffee a 
40-45° C. 

Dans une deuxieme phase, les produits adsorbes 
sur la colonne sont ensuite elues a temperature 
ambiante par passage d'une solution legerement 
acide aqueuse a pH generalement compns entre 1 
et 4 a base de NaCI et d'un acide choisi dans ie 
groupe comprenant i'acide chiorhydrique. facide 
phosphorique et I'acide acetique 

Ensuite dans une troisieme phase, on ajoute a ta 
solution acide ayant servi a I'eiution de !a colonne 
d'adsorption, une solution aqueuse d'un halogenure 
alcalino-terreux, de preference de chlorure de 
calcium, a pH legerement basique. ce qui provcque 
une precipitation spontanee des proteines indesira- 
bles, ainsi que des iipides, et permet de recuperer 
dans ie iiqutde surnageant les proteines recher- 
chees, telles que la lactoferrine, la lactopercxydase 
ou les immunogloDulines. 

Le liquide surnagenant contenant les proteines 
recherchees est alors clarifie, puis concentre par 
ultra-filtration et dialyse simultanee, et le retentat 
obtenu contenant les proteines recherchees peut 
etre scumis a une chromatographie classique 
d'echange d'ions pour separer la lactoferrine de la 
lactopercxydase et des immuncglobulines, puis a 
une operation de lyophilisation ou de sechage. 

Avant la dialyse, on incorpore le cas echeant a la 
solution concentree un se! de fer. 

La maniere dont ('invention peut etre realisee et 
les avantages qui en decoulent ressortiront mieux 
des exempies de realisation qui suivebt donnes a 
titre indicatif et non limitatif a I'appui de la figure 
unique annexee qui es: une representation schema- 
tique d'une installation conforme pour la mise en 
oeuvre du precede selon ['invention. 

Exempie 1 : 

Dans un reservoir (1), on introduit 425 litres de 
lactoserum (2) doux de laiterie (pH 6,4) que Ton 
agite lentement pour !e maintenir homogene. De 
maniere connue, on refroidit ce lactoserum a une 
temperature comprise entre 3 et 8°C. Ce lactoserum 
(2) contient environ 98 mg de lactoferrine et 41 ,5 mg 
de lactopercxydase par litre. 

Dans le reservoir (3), on intrcduit 40 litres d'une 
premiere solution (4) chauffee a 40-45° C, contenant 
environ 6 g/t de chlorure de sodium (pH 6,4). 

Dans ia colonne (5). on place 5,8 kilos de siiice 
pufverulente (6) commercialisee par RHONE POU- 
LENC sous la marque deposee "SPHEROSIL-XOB 
015" ayant une granulomere comprise entre 100 et 
200(j.m, un diametre de pore voisin de 100 nm et une 
surface specifique d'environ 25 m2/ g. Pour eviter les 
ecoulements preferentiels, la siiice (6) est tassee 
dans la colonne (5). 

Dans un premier temps, cn laisse tout d'abord 
s'ecouler le lactoserum (2) a une temperature de 
8°C en dix heures vingt minutes du reservoir (1) sur 
la siiice (6). 

Le lactoserum traite (7) est recupere dans un 
reservoir (8), puis est envoye en (3) pour etre 
concentre et seche de maniere usuelle.afm de 
pouvoir etre utilise dans ralimentation animaie. 



Lorsque tout le lactoserum (2) a traverse la 
colonne (6), on bascule la vanne (10) pour envoyer 
sur la colonne adsorbee designee par la reference 

(11) les quarante litres de la premiere solution (4) de 
5 lavage a pH 6,4. 

La siiice (6) adsorbe done les proteines recher- 
chees du lactoserum (2) dans des concitions de pH 
voismes de cedes de ce lactoserum (2) qui est de 
6.4. 

10 Une fois que !a solution de Savage (4) est passee, 

on introduit dans Ie reservoir (3) une seconde 
solution acide (12) a pH compris entre 1 et 4 , 
avantageusement 2,2 formee de 30 litres a 20° C , 
contenant : 

15 - de 10 a 120 g par litre de chlorure de sodium, de 

preference 15 g par litre , 

- de 0,5 a 3 g par litre, de preference 1 a 1,5 g par 
litre d'acide phosphorique {H3PCU), voire d'acide 
chlorydnque ou d'acide acetique, de maniere a ce 
20 que le ph scit bien compns entre 1 et 4. 

On laisse les 30 litres de cette seconde solution 

(12) s'ecouier itbrement sur ia coionne (11) adsor- 
bee. Par ia vanne (13). on recupere le liquide de 
lavage dans le bac (14). On lave ensuite la colonne 

25 (6. 1 1) au moyen de 20 litres d'eau a temperature 
amoiante que Ton recupere egaiement dans le bac 
(14). 

Dans les 50 litres recuperes en (14), on detecte 
environ 13,5 g de lactoferrine et 1,5 g de lactopero- 

30 xydase. Dans les 50 litres contenus dans le reservoir 
(14). on envoie 0,2 litre d'une solution aqueuse (15) 
a 550g/t de chlorure de calcium contenue dans le 
reservoir (16). On ajuste le pH de ia solution 
contenue dans le reservoir (14) entre 7 et 8 en 

35 ajoutant de la chaux ou de la soude. De preference, 
ce pH est tres legerement basique et est compris 
entre 7.2 et 7,4. On observe alors une precipitation 
spontanee dans le bac (14). On recupere le 
prectpitat (17) au fond du bac (14) et on le seche. Ce 

40 precipitat contient alors environ 80 0/ o de proteines. 

Les proteines recherchees, a savoir la lactofer- 
rine, la lactcperoxydase. les immunoglobulines. 
restent dans le liquide surnageant (18). Ce liquide 
surnageant (18) est envoye dans un clarificateur (19) 

45 pour enlever les dernieres traces de precipite. 

Le produit clarifie est envoye dans un bac (20), 
puis de la dans un appareil d'ultra-filtration (21) ou 
Ton injecte de Teau de dialyse (31) pour diminuer la 
teneur en msneraux. 

5C Le retentat (22) est recupere en tete de la colonne 

(21) pour etre grace a la vanne (23) soit lyophilise en 
bloc (24) scit. apres fractionnement en chromato- 
graphie (25), separe en chacune des proteines 
recherchees. a savoir lactoferreine (26), lactopero- 

55 xydase (27), immuncglobulines (28), scit seche par 
tout precede approprie. 

On precede ensuite en (29) a un lavage. La siiice 
(6) est ensuite regeneree en (30) par une percolation 
de vtngt litres d'une solution d'acetate de sodium a 

60 pH 5.5 

Ainsi. pour 425 litres de lactoserum (2). on obtient 

- d'une part, pratiquement 425 litres de 'actose- 
rum extratt \9) aptes a etre utilises dans i'aiimer.ia- 
65 ti on an 1 male : 
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- d'autre part : 

. 13,5 grammes de lactoferrine, 

. 1,5 grammes de peroxydase, 

. 25,0 grammes de immunoglobines purifiees. 

II va de soi que lorsque le traitement est termine, la 
silice (6) est regeneree comme decrit ci-dessus. 

Exemple 2 : 

Dans une variante, on injecte en (31) une solution 
de se(s de fer. Ce!a permet de saturer tes proteines 
recherchees en fer, done d'augmenter leur effica- 
cite nutritionnelle. 

Exemple 3 : 

On repete i'exemple 1 avec la meme installation 
mais a partir d'une solution de 100 litres de 
lactoserum acide de caseinerie de pH 4,5. 

Ce lactoserum contient 52 mg/l de lactoferrine et 
23 mg/l de lactorperoxydase. 

On lave a pH 4,5 et on elue dans les memes 
conditions qu'a I'exemple 1. 

On recupere un volume total d'eluat de 13 litres 
contenant : 

. 3,7 g de lactoferrine, 

. 0,4 g de lactoperoxydase. 

. et 2,6 g d'immunoglobuline purifiee. 

Ainsi, comme deja dit, le procede selon I'inventicn 
permet de recuperer en (24,26.27,28) des proteines 
recherchees purifiees a haute valeur ajoutee et 
d'autre part, n'affecte pas les qualites essentielles 
du lactoserum traite integraiement recupere en (9) 
qui reste totaiement apte a la consommation 
anima'e. 

Le procede selon I'invention se caracterise essen- 
tielfement par deux etapes originales : 

- tout d'abord et surtout, par i'etape d'adsorption 
sur un support solide, a savoir de la silice, qui est 
effectuee non plus en pH basique, mais a un pH 
legerement acide voisin de ceiui du lactoserum a 
traiter, ce qui permet de recuperer integraiement ce 
lactoserum pour I'utiliser aiors directement en 
alimentation animale, ce qui se traduit par une 
economie substantielle et determinante ; 

- ensuite, par I'etape de precipitation par le sel de 
calcium en pH legerement basique, ce qui facilite la 
separation des produits valorisables qui surnagent, 
aiors que les produits peu recherches ont integraie- 
ment precipite. 

Par ailleurs, le procede de I'invention presente ies 
avantages suivants ; 

- la possibility de rajouter en fin de cycle un sel de 
fer pour augmenter I'activite nutritionnelle de la 
lactoferrine ; 

- le traitement qui s'effectue a temperature 
ambiante, n'affecte pas sensiblement les proprietes 
de la lactoferrine. 

Les proteines recuperees de la sorte, a savoir 
notamment celles qui fixent le fer. telies que la 
lactoferrine ainsi que la lactoperoxydase et les 
immunoglobulines, peuvent etre utilisees avec 
succes dans les applications cennues a ce jour, 
telles que par exemple : 

- en nutrition animale pour la protection du tube 
digestif et le role de facteur cie croissance - 
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- dans le domaine veterinaire pour I'activite 
anti-infectieuse intestinaie et au niveau mammaire ; 

- dans le domaine dietetique et de la nutrition 
humaine, notamment comme vecteur de fer ; 

- dans le domaine pharmaceutique : ophtalmolo- 
gie, gastro-enterclogie, paradontologie, dermatolo- 
gie, gynecologie... 



Revendications 



1/ Procede pour extraire des proteines du 
lactoserum (2), par adsorption (5) sur un 
support solide (6), et ensuite elution des 
proteines adsorbees au moyen d'une solution 
acide (12), caracterise : 

- tout d'abord, en ce que I'adsorption est 
effectuee avec un milieu (4) dont le pH est 
proche de ceiui du lactoserum (2) a traiter ; 

- ensuite, en ce que Ton elue les proteines 
fixees sur le support (6) de maniere connue au 
moyen d'une solution acide (12) ; 

- et enfin, en ce que I'on ajoute a la solution 
acide issue de j'elution du support solide 
d'adsorption (5,6) une solution aqueuse (15) 
d'halogenure alcalinoterreux a pH legerement 
basique pour precipiter les proteines indesira- 
bles (17) et recuperer les proteines recher- 
chees (lactoferrine, lactoperoxydase et immu- 
noglobulines..) dans ie liquide surnageant (18). 

2/ Procede d'extraction selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce que le lactoserum (2) 
est un lactoserum de fromagerie et en ce que 
I'adsorption est effectuee a un pH voisin de 64. 

3/ Procede d'extraction selon la revendica- 
tion 2, caracterise en ce que I'adsorption avec 
le miiieu de pH proche de ceiui du lactoserum 
est effectue tout d'abord par passage de la 
solution de lactoserum (2) refroidi sur un 
support de silice poreuse (6) pulverulente dont 

. la granulomere est comprise entre 10 et 
1000um, 

. la surface specifique est comprise entre 1 
et 300 m2/g , 

. le diametre des pores est compris entre 5 
et 150 nm, 

puis par passage sur cette colonne adsorbee 
(11) d'une solution aqueuse de lavage (2.4) a 
pH voisin de 6,4. 

4/ Procede selon I'une des revendications 1 
a 3, caracterise en ce que la solution de lavage 
(4) de la phase d'adsorption est a base de 
chiorure de sodium et est chaufee a 40-45' C. 

5. ' Procede d'extraction selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
colonne adsorbee (11) est ensuite efuee (12) a 
temperature ambiante par passage d'une solu- 
tion acide aqueuse a base de chiorure de 
sodium et d'un acide chois; dans le grcupe 
comprenant I'acide chlorydrlque. 1'acide phes- 
phorique et I'acide acetique. 

6. Precede d'extraction seicn la revendica- 
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tion 1, caracterise en ce que le liquide surna- 
geant (18) contenant les proteines recher- 
chees, est clarifie (19), puis concentre (21) par 
ultra-filtration et dialyse (21) simultanee, et en 
ce que le retentat obtenu (22) contenant les 5 
proteines recherchees est lyophilise 
(24,26,27,28) apres chromatographie (25). 

7/ Procede d'extraction seion la revendica- 
tion 6. caracterise en ce que on incorpore avant 
la dialyse un sel de fer. 10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



65 



J) 



Office europeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numero de la demande 



EP 88 42 0085 



u 



nnn : M FNTSCO NSI PERES COMME PERTINENTS 



(Categoric; 



Citation du document avee indication, en cas dc besoin, 
des parties pertinontes 



A,D 
A 



FR-A-2 399 214 (RHONE-POULENC) 

* Revendicaticns 1,2,8,10 

GB-A-2 098 998 (SOECIETE NATIONALE ELF 
AQUITAINE) 

* Reveridications 1-13; eolonne 2, 
lignes 22-30 * & FR-A-2 505 615 (Cat. 
D) 

NETHERLANDS MILK AND DAIRY JOURNAL, 
vol . 40, no. 1, 1985, pags 41-56, 
Meppel , NL; J.N. DE WIT et al . : 
j "Evaluation of functional properties of 
-whey protein concentrates and whey 
j protein isolates. 2. Effects of_ 
; processing history and composition" 
!* Page 43; page 44, alinea 1 

! FR-A-2 088 367 (W. DUMONT et al.) 
!* Revendicaticns 1-3,8 



j Revendicattom 
conccrnec | 



CLASS EM E NT DE LA 
DEM, ODE (Int. CI. 4) 



1,3 



A 23 J 1/20 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECi I ERCi I ES (Int. C\A) 



A 23 J 



l e present rapport a etc etubli pour toutes ies rc%cndications 



[ .i,;u dc 1 J recherche 

LA HAYE 



Dilr if ache*emrm .it lJ n-zhrrctie 

20-06-1938 



PEETERS J.C 



CATEGORIC DES DOCUMENTS CITES 

\ : particulierenient pertinent a Iui seul 

Y : parriculicrcniont port men i en combination avec un 

autre document de !a memo calcine 
-\ : arriore-pUn tcchnoi ■ risque 
O : divulgation non-ecnte 
T : document intercalate 



T : thoorte ou princ:pe a la base ie !'in\entton 

L : d-HTu ment dc brevet antencur. niais pubiie a la 

date de depot eu apres ce:it? date 
I) : cite dans !a demande 
I. : cue pour d'autrer. mi -inns 

A : niembre dc la memo fani.ile, document correspon Jant 



